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RESUMO

As armadilhas extracelulares de neutrdéfilos (NETSs) sdo estruturas formadas por DNA,
histonas e proteinas antimicrobianas, liberadas pelos neutréfilos como parte da
resposta imune inata. Embora bem estudadas em infec¢gdes bacterianas, seu papel
em doencgas virais, como a infec¢cao pelo virus Chikungunya (CHIKV), ainda é pouco
compreendido. Nas viroses, as NETs podem exercer funcéo protetora, mas também
contribuir para danos teciduais quando produzidas em excesso. A infeccao por
CHIKV, marcada por sintomas como febre, mialgia, exantema e principalmente
artralgia prolongada, pode comprometer a qualidade de vida e, em grupos de risco,
levar a desfechos graves. A falta de estudos sobre NETs na chikungunya dificulta a
compreensdo da resposta imune e limita o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas e diagnosticas mais eficazes. Este estudo investigou a presenca de
marcadores das NETs durante a infec¢céo por CHIKV ao longo do tempo em pacientes
do sexo feminino com idades que variam dos 20 aos 80 anos. Os critérios de inclusao
foram pacientes do sexo feminino, com idade igual ou superior a 18 anos e com
sorologia IgM/IgG positiva para CHIKV. Foram excluidos individuos com testes
sorolégicos inconclusivos, gestantes, pacientes transplantados,individuos em uso de
imunossupressores e/ou em tratamento quimioterapico, além de pacientes com outras
infecgdes virais (como hepatites, HIV, etc.).O estudo incluiu 40 mulheres com infec¢éo
por CHIKV, avaliadas nos dias DO, D21, D90, D180 e D360, e o grupo controle foi
composto por 10 mulheres saudaveis. Os marcadores de NETs (MPO
(Mieloperoxidase), elastase, histona H3 citrulinada e DNA livre) foram quantificados
no plasma por meio de kits ELISA tipo sanduiche e fluorometria. As analises
estatisticas incluiram testes ndo paramétricos e correlacdo de Spearman, com nivel
de significancia estabelecido em p<0,05. O estudo demonstrou que os niveis de
mieloperoxidase (MPO) apresentaram diferencas estatisticas ocorrendo uma reducéo
entre os dias DO e D21, e um aumento entre D21 e D360. Em relacédo a elastase,
foram observadas diferencas significativas ocasionando uma baixa entre DO e os dias
D21 e depois uma estabilidade entre D180 e D360. Para as histonas, ndo foram
encontradas diferencas entre os diferentes periodos analisados. Os niveis de DNA
livre estavam significativamente elevados em DO, em comparagdo com todos o0s
outros periodos. Ndo foram observadas diferencas dos niveis dos marcadores de
NETs ao longo do tempo nos subgrupos de pacientes estratificados com relagdo a
presenca ou néo de dor cronica, presen¢ca ou ndo de comorbidades e uso ou nao de
medicamentos. Foi observada correlacdo positiva entre MPO X EN (Mieloperoxidase
x Elastase Neutrofilica) nos periodos DO (p=0,0005/r=0,5886), D90
(p=0,0123/r=0,4515) e D180 (p<0,0001/r=0,6464). Esses achados destacam a
importancia de compreender o equilibrio entre os papéis protetores e patolégicos das
NETs, fornecendo subsidios para o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas
direcionadas que minimizem os danos inflamatorios, preservando a imunidade
antiviral durante a infecgdo por CHIKV.

Palavras-chave: Armadilhas Extracelulares de Neutrdfilos; Virus Chikungunya;
Patogénese; Inflamacéo; Imunidade inata.



ABSTRACT

Neutrophil extracellular traps (NETs) are web-like structures composed of DNA,
histones, and antimicrobial proteins released by neutrophils as part of the innate
immune response. Although NETs have been extensively studied in bacterial
infections, their role in viral diseases, such as Chikungunya virus (CHIKV) infection,
remains poorly understood. In viral infections, NETs have an ambiguous role, being
able to act as a defense mechanism, but can intensify inflammation and cause tissue
damage when released excessively. CHIKV infection causes symptoms such as fever,
malaise, rash, myalgia, and especially prolonged arthralgia, which can compromise
quality of life. Although it is usually self-limiting, it can lead to death in at-risk groups,
such as infants, the elderly, and people with comorbidities. The scarcity of studies on
the role of NETs in CHIKYV infection compromises the understanding of host defense
mechanisms and limits the advancement of more effective therapeutic and diagnostic
strategies. This study investigated the presence of NET markers during CHIKV
infection over time in female patients. The study included 40 women with CHIKV
infection, evaluated on days DO, D21, D90, D180 and D360, and the control group
consisted of 10 healthy women. NET markers (MPO, elastase, citrullinated histone H3
and free DNA) were guantified in plasma using sandwich ELISA kits and fluorometry.
Statistical analyses included nonparametric tests and Spearman correlation, with
significance level set at p<0.05. The study demonstrated that myeloperoxidase (MPO)
levels showed statistically significant differences, with a reduction between days DO
and D21, and an increase between D21 and D360. Regarding elastase, significant
differences were observed, with a decrease between DO and days D21 and then
stability between D180 and D360. For histones, no statistically significant differences
were found between the different periods analyzed. Free DNA levels were significantly
elevated on DO, compared to all other periods. No differences were observed in the
levels of NET markers over time in the subgroups of patients stratified in relation to the
presence or absence of chronic pain, presence or absence of comorbidities and use
or absence of medications. The main results that showed significant correlation were
the analysis of plasma MPO levels and a positive correlation between MPO X EN: DO,
D90 and D180. These findings highlight the importance of understanding the balance
between the protective and pathological roles of NETs, providing support for the
development of targeted therapeutic interventions that minimize inflammatory damage
while preserving antiviral immunity during CHIKV infection.

Keywords: Neutrophil Extracellular Traps; Chikungunya virus; pathogenesis;
inflammation; innate immunity.
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1 INTRODUCAO

O virus Chikungunya (CHIKV) possui um genoma de RNA de fita simples e
€ um patogeno transmitido aos humanos pelos mosquitos do género Aedes que inclui
espécies A.aegypti e A.albopictus. Ele é classificado como membro do género
Alphavirus, pertencente a familia Togaviridae (Khongwichit et al.,2021). Este virus foi
isolado pela primeira vez na Tanzénia em 1952 e atualmente representa uma
preocupacdao significativa para a saude publica, sendo endémico em regides tropicais
e subtropicais, como Africa, Sul da Asia, América do Sul e América Central (Azevedo;
Oliveira; Vasconcelos, 2015; Lumdsen.,1955). Os sintomas da febre Chikungunya,
geralmente incluem febre alta, erupcdo cutanea, mialgia, cefaleia e artralgia intensa
(Burt et al., 2012).

ApoOs picada do hospedeiro pelo mosquito Aedes aegypti infectado, o
CHIKYV infecta células proximas ao local de entrada, como fibroblastos, macréfagos e
células endoteliais, iniciando seu processo de replicacdo (Petitdemange; Wauquier;
Vieillard, 2015). Ao se ligar aos receptores celulares inatos, o virus induz a produgao
de moléculas pré-inflamatoérias que recrutam e ativam células do sistema imunologico
para combater o patégeno (Gasque; Jaffar-Bandjee, 2015). Os receptores do tipo Toll
(TLR)- 7 e TLR-8 s&o capazes de reconhecer o genoma viral e, a medida que o CHIKV
replica seu genoma, gera um intermediario de RNA fita dupla, que pode ser detectado
pelo TLR-3 (Silva; Dermody, 2017). A ativacdo do TLR-7 desencadeia uma cascata
que leva a producéo de interferon (IFN)-B, seguido de IFN-qa, além da estimulacdo de
células B. Clinicamente, observa-se uma forte resposta de IFN do tipo I, com o IFN-a
correlacionando-se com a carga viral (Silva; Dermody, 2017, Bender et al., 2020).
Essa resposta imune inata atrai células inflamatorias para os locais de infeccdo na
tentativa de controlar a disseminacdao viral, 0 que pode resultar no aparecimento dos
sintomas da doenca a medida que os tecidos do hospedeiro sdo afetados e as células
sao destruidas (Gasque; Jaffar-Bandjee, 2015).

No processo inflamatorio, um dos principais componentes é um grupo de
células granulociticas conhecido como neutrdfilos. Esses neutréfilos possuem um
mecanismo de defesa contra microrganismos que envolve a liberacdo de seu
conteudo intracelular, incluindo material genético envolto em histonas e proteinas

granulares, como a elastase neutrofilica (EN) e a mieloperoxidase (MPO), no ambiente
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extracelular. Esse processo € conhecido como armadilhas extracelulares de
neutréfilos (NETs). Embora as NETs desempenhem um papel protetor para o
organismo, sua producdo excessiva pode contribuir para o agravamento da doenca,
levando a um estado inflamatério descontrolado que causa danos sistémicos e, em
casos extremos, pode levar a morte (Zuo et al., 2020).

Apesar dos avancos significativos na compreensao da resposta imune a
infecgdo pelo virus Chikungunya (CHIKV), o papel das armadilhas extracelulares de
neutréfilos (NETS) nesse contexto permanece pouco explorado, com apenas um
estudo publicado até o momento (Hiroki et al., 2020). Essa lacuna na literatura é
preocupante, dado o papel das NETs no controle de patégenos e seu potencial
impacto na patogénese de doencas virais. A falta de pesquisas sobre este tema limita
nossa compreensao dos mecanismos de defesa do hospedeiro contra o CHIKV e pode
dificultar o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes. Portanto,
justificam-se estudos adicionais para investigar a dinamica das NETs na infecgao pelo
CHIKV, avaliar sua relacdo com a progressao da doenca, além de explorar possiveis
aplicacdes clinicas, como descoberta de biomarcadores ou novos alvos terapéuticos.
Ampliar o conhecimento nessa area é essencial para enfrentar os desafios impostos

por essa arbovirose reemergente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Caracteristicas Gerais do Virus Chikungunya (CHIKV)

O virus da Chikungunya (CHIKV) possui genoma RNA de fita simples e é
um patégeno reemergente transmitido principalmente por mosquitos do género
Aedes. Pertencente ao género Alphavirus, e familia Togaviridae, o CHIKV tem se
destacado como um importante agente causador de doenca em varias partes do
mundo (Caglioti et al., 2013). O termo “Chikungunya” significa “andar curvado”,
justamente pelas fortes dores nas articulagbes que é um sintoma comum nos
pacientes acometidos pela infeccéo (Powers; Logue, 2007). O CHIKYV foi identificado
pela primeira vez em 1952, na regidao sul da Tanzania e representa um problema de
salde publica sendo endémico em regibes tropicais e subtropicais, como a Africa, sul
da Asia, América do Sul e América Central (Azevedo; Oliveira; Vasconcelos, 2015;
Lumdsden, 1955).

O CHIKV se destaca por sua taxa rapida de propagacédo em populacdes
suscetiveis e por sua alta infectividade em regides com ampla presenca dos vetores
Aedes aegypti e Aedes albopictus (Honorio et al., 2009). Seu ciclo de transmisséo
pode ocorrer de 2 formas: a urbana e a silvestre, sendo o ciclo urbano o mais atual.
Neste ciclo, o ser humano vai funcionar como sendo o principal reservatorio do virus
e 0S mosquitos representam os vetores de transmissdo. A transmissao vertical, ou
seja, de méae para filho, também ja foi relatada, especialmente quando a infec¢éo
ocorre no final da gestacdo, podendo causar manifestacdo neonatal grave

(Vasconcelos; Calisher, 2015).

2.2  Caracteristicas clinicas dainfeccdo por CHIKV

A infeccdo por CHIKV é caracterizada por sintomas como febre, mal-estar,
erupcdes cutaneas, mialgia, sendo o mais importante a presenca de artralgia. As
dores articulares podem persistir por semanas ou até meses, afetando a qualidade de
vida de maneira bastante impactante (Andrei; Clercq, 1993; Goupil., 2016). Embora
seja uma doenca autolimitada e a taxa de mortalidade seja baixa, mortes relacionadas

a chikungunya ja foram registradas em bebés, idosos e pessoas com doengas
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preexistentes, como diabetes, doencgas coronarianas, renais e hepéticas (Lima et al.,
2019).

Clinicamente, a infeccdo por CHIKV apresenta trés fases distintas, sendo
elas a fase aguda, subaguda e cronica. A fase aguda da doenca inicia-se com febre
alta (> 38°C), cefaleia, exantema e uma possivel poliartralgia com duracdo média de
5 a 14 dias. Em seguida, ha a fase subaguda, também chamada de pés-aguda,
entendendo-se do 15° ao 90° dia apos o inicio dos sintomas, sendo caracterizada pela
poliartralgia persistente, com rigidez matinal e fadiga. A fase cronica se estabelece
guando os sintomas se prolongam por mais de 3 meses, podendo se prolongar por
anos apos infeccdo inicial (Tang, 2012).

A capacidade da CHIKV em desenvolver uma resposta inflamatdéria intensa
nas articulacdes € uma das caracteristicas mais marcantes da doenca. Os mondcitos
migram para o local da infeccdo e formam, juntamente com os neutrofilos, um
complexo de células infiltradas nas articulagbes responsaveis pela producdo de
mediadores inflamatérios como IL-6, TNF-alfa, e GM-CSF, moléculas chave para a
progresséo da doenca (Courdec et al., 2008, Gardner et al., 2010).

Pesquisas mostram que entre 30% a 60% das pessoas afetadas pelo
CHIKV podem desenvolver artralgia crénica, que dura meses ou até anos apos a
primeira infecgdo (Soumahoro et al., 2009). Essa situagéo pés-viral resulta em dores
nas articulacdes, sensacéao de rigidez e inchaco, principalmente nas articulacdes das
maos, pulsos, tornozelos e joelhos, prejudicando a qualidade de vida dos pacientes.

As razdes por tras da persisténcia da dor nas articulagbes depois da
infeccéo por CHIKV sdo complexas e ainda pouco elucidadas. Acredita-se que uma
reacdo inflamatdria muito forte e prolongada, sustentada por IL-6, IL-8 e TNF-q,
contribui para a cronicidade dos sintomas (Chow et al., 2011). Além disso, ha relatos
gue antigenos virais podem permanecer nas articulagcdes, causando inflamacéao
constante no local, parecido com o que acontece na artrite reumatoide (Hoarau et al.,
2010).

Lidar com a dor nas articulagcdes apés a Chikungunya é um desafio e,
geralmente, requer uma equipe de profissionais de diferentes areas. O tratamento
inclui o uso de anti-inflamatérios n&o esteroides, corticosteroides em casos mais
graves e, em situagcbes que ndo melhoram, pode-se considerar o uso de
medicamentos que alteram o curso da doenca como hidroxicloroquina ou metotrexato,

principalmente quando a situacdo evolui para um quadro de artrite pos-viral (Goupil;
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Mores, 2016). Por isso, o acompanhamento com um reumatologista € fundamental
para ajudar esses pacientes, com o objetivo de controlar os sintomas e evitar danos

permanentes nas articulagdes.

2.3 Epidemiologia da CHIK

A chikungunya apresenta um padrao epidemioldgico significativo no Brasil,
caracterizado por multiplas ondas epidémicas e ampla distribuicdo geogréfica.
Segundo Santos et al. (2024), entre 2017 e 2023, foram confirmados 487.775 casos
da doenca, com uma incidéncia média de 232,1 por 100.000 habitantes. A andlise
temporal revelou um aumento expressivo em 2017, seguido por uma tendéncia
estacionaria entre 2018-2019, decrescente em 2020-2021 e novamente estacionaria
em 2022-2023. A autocorrelacédo espacial foi significativa em quase todos os anos
analisados, indicando padrbes de distribuicdo espacial consistentes, com destaque
para as regides Nordeste e Norte, além de clusters emergentes no Sudeste,
especialmente em Minas Gerais e Rio de Janeiro.

Grabenstein e Tomar (2023) posicionam o Brasil entre os paises com maior
namero de casos no periodo de 2019 a 2022. Seus dados globais destacam o Brasil
como um dos epicentros da doenca, junto da india e de paises da América Latina.
Segundo os autores, as areas mais afetadas no Brasil incluem os estados do
Nordeste, Mato Grosso e Rio de Janeiro, conforme mapas de risco publicados
oficialmente.

Souza et al. (2022) reforcam que a distribuicdo da CHIK no Brasil entre
2013 e 2022 ocorreu em ondas, com 0s picos concentrando-se nos meses de fevereiro
a julho. O Nordeste foi responsavel por 63,5% dos casos, e a reincidéncia observada
em 2022 se concentrou em municipios que haviam sido pouco afetados
anteriormente, sugerindo que a suscetibilidade da populagéo ndo exposta em ondas
anteriores pode ter favorecido a retomada da transmissao. Modelos preditivos como
SARIMA apresentaram alta precisdo nas estimativas para 2022-2023, validando a
robustez da analise epidemioldgica.

Sousa et al. (2023) relataram a notificagdo de 253.545 casos confirmados
em laboratério no Brasil entre 2013 e 2022, com destaque para sete grandes ondas
epidémicas, que variaram de 24.097 a 44.604 casos por ano. A maior parte desses

casos ocorreu no Nordeste, sendo o Ceard o estado com o maior numero de
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notificacdes (n = 45.417). No Ceara, observou-se uma reincidéncia da doenca em
2022, ap6s quatro anos de baixa transmissdo. Os autores identificaram uma nova
linhagem viral do genodtipo ECSA como associada a terceira onda epidémica nesse
estado, com maior incidéncia entre mulheres de 20 a 59 anos.

A associacao da incidéncia da CHIK com indicadores de vulnerabilidade
social também foi evidenciada por Santos et al. (2024), sendo os principais fatores
correlacionados: baixa renda, moradias precarias e acesso inadequado a
saneamento. Os autores destacam ainda que os jovens de 15 a 24 anos e idosos em
domicilios vulneraveis apresentaram maior risco de infeccao.

Argibay et al. (2025) analisaram especificamente a cidade de Salvador,
onde foram registrados 19.129 casos entre 2016 e 2020. Os anos de 2019 e 2020
apresentaram surtos significativos, com picos epidémicos entre abril e junho. Anélises
espaco-temporais revelaram aglomerados importantes e uma correlagdo direta entre
maiores temperaturas e aumento na incidéncia da doenga. A renda média e a
densidade populacional mostraram-se negativamente associadas ao risco de
chikungunya, indicando maior vulnerabilidade em areas com menor infraestrutura
urbana.

De modo geral, os estudos indicam que fatores climaticos, urbanizagéo
desordenada, desigualdades socioeconbmicas e padrdes espaciais de
vulnerabilidade tém papel determinante na epidemiologia da chikungunya no Brasil. A
persisténcia da doenca e sua recorréncia em areas anteriormente pouco afetadas
demonstram a necessidade continua de vigilancia, controle vetorial e acdes

integradas de saude publica.

2.4  Neutrofilos e a liberacdo de armadilhas extracelulares - NETs

Os neutrdfilos realizam um papel central na imunidade inata e, dentre suas
varias funcdes, tais como fagocitose e a desgranulacdo de mediadores, destaca-se a
liberacdo de armadilhas extracelulares, conhecidas como NETSs (do inglés, neutrophil
extracellular traps). Essas estruturas foram descobertas em 2004, e sdo compostas
por filamentos de DNA associados com proteinas antimicrobianas, como elastase
neutrofilica (EN), mieloperoxidase (MPO) e histonas, que séao liberadas no meio

extracelular para capturar, aprisionar e destruir os patégenos (Brinkmann et al., 2004).
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Os mecanismos de liberacédo das NETs tem sido alvo de diversos estudos,
elucidando os processos de NETose (liberacdo das NETS) litica e a néao litica ou vital
(Figura 1) (Papayannopoulos, 2018).

Figura 1 Mecanismos de liberacdo das NETs (NETosis).
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Fonte: Adaptado por Pappayanopoulos (2018).

O principal mecanismo descrito para a formacao das NETs € a NETose
litica, também chamada de suicida (Papayannopoulos, 2018). Esse processo envolve
a morte programada do neutrdéfilo, que consiste em uma resposta a estimulos como
lipopolissacarideos (LPS), peptideos bacterianos, citocinas como a IL-8 (Interleucina-
8) e espécies reativas de oxigénio (ROS) e compostos quimicos como PMA (Burgener,
2020).

Além disso, durante a NETose litica, observa-se a ativacao de varias vias
de sinalizacdo intracelular que se resultam na producdo exacerbada de ROS,
principalmente via a montagem do complexo da NADPH oxidase. As ROS fazem um
papel muito importante no desencadeamento de eventos subsequentes, tais como a
descondensacédo da cromatina e o rompimento das membranas plasmética e nuclear
(Amulic et al., 2012; Papayannopoulos, 2018). A disfuncéo do citoesqueleto também
€ essencial nesse processo, permitindo a mistura do conteudo nuclear e
citoplasmatico antes da liberagdo do material no meio extracelular (Yipp et al., 2012).
A proteina PAD4 (peptidilarginina deaminase 4) é uma enzima que se localiza no
citolplasma cuja sua ativagao requer uma presenca de ions calcio e ROS, elementos
comuns gerados durante a sinalizagcdo envolvida na formagdo das NETs. Logo

ativada, a PAD4 transloca-se para 0 nucleo, contribuindo para o aumento da
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permeabilidade da membrana celular. O processo facilita a desorganizacdo da
cromatina e sua associacdo com proteinas vindas dos granulos neutrofilicos. A
liberagcéo final da rede de DNA no meio extracelular ocorre através da formagéo de
poros nas membranas nuclear e plasmatica, processo que é mediado pela proteina
gasdermina D (GSDMD), que ¢é ativada por enzimas da familia das endopeptidases
inflamatoérias (Tan; Aziz; Wang, 2021).

Outro mecanismo descrito para a formacéo de NETs € a chamada NETose
vital ou NETose néo litica, que ocorre sem a morte imediata do neutrofilo. Nesse
processo, a célula permanece com suas devidas fun¢cdes apés a liberacdo de partes
do seu DNA, principalmente DNA mitocondrial ou segmentos de DNA nuclear (Yipp et
al., 2012). Esse processo € geralmente bem mais rapido e pode ser levado por certos
estimulos como mediadores inflamatérios, citocinas e interacdo com patdgenos.
Diferentemente da NETose litica, a vital ndo compromete a integridade da membrana
plasmatica e preserva outras fun¢des neutrofilicas, como a fagocitose (Burgener,
2020).

Foi observado que fatores metabdlicos, como o aumento da glicdlise e
alteracbes no metabolismo do colesterol, podem modular a liberacdo de NETSs,
intensificando a resposta em contextos como diabetes mellitus e doencas
cardiovasculares (Stojkov et al., 2022; Fuchs et al., 2010). Esses achados reforgcam a
ideia de que o microambiente inflamatério e o estado metabdlico do neutrdfilo
influenciam diretamente a NETose. Pode-se destacar que, apesar das NETs servirem
de “defesa’ contra agentes patogénicos, sua liberagdo nao controlada ou persistente
tem comportamento patolégico resultando no agravamento da inflamacédo e dano
tecidual em diversas condicdes como, doengas autoimunes, sepse, trombose,
infeccéo viral e varios arbovirus como dengue, chikungunya e zika (Garishah et al.,
2021).
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2.4.1 Composicéo das NETs

As NETs, como mencionado anteriormente, representam uma grandiosa
estratégia do sistema imune inato, caracterizada pela liberagcdo de uma malha de rede
extracelular de DNA associada com diversas proteinas de acGes antimicrobianas
(Naccache; Fernandes, 2016). Essas estruturas, ao serem externalizadas, ou seja,
em contato com o meio extracelular, formam uma malha pegajosa e densa que sua
principal func&o é conter os microrganismos, impedindo sua proliferacdo e promover
sua destruicdo por meio de mecanismos fisicos e quimicos (Yang, 2016).

Um dos principais componentes da estrutura das NETs é o DNA de origem
nuclear e/ou mitocondrial, que forma uma base filamentosa e pegajosa responsavel
por compor uma armadilha fisica contra os patégenos (Dabrowska et al., 2016).
Associadas a matriz de DNA, séo encontradas proteinas com agdes antimicrobianas,
vindas principalmente dos granulos citoplasmaticos dos neutréfilos (Saffarzadenh,
2012). Dentre as mais relevantes estdo a elastase neutrofilica (NE) que destroi
componentes da parede celular de bactérias; a mieloperoxidase (MPO), uma enzima
gue participa na geracdo de ROS que séo letais para microrganismos; e histonas,
proteinas nucleares com propriedades toxicas para bactérias, virus e fungos (Urban
et al., 2006; Papayannopoulos, 2018).

Além dessas, outras moléculas sao identificadas nas NETs, destancando-
se a lactoferrina, que faz o sequestro do ferro que é essencial a sobrevivéncia
bacteriana (Bardagi et al.,, 2021); a calprotectina com acdo antifingica e anti-
inflamatoria (Andrade et al.,2016) e as catelicidinas, como a LL-37, que apresentam
efeito bactericida direto (Pappayonopoulos, 2018). A presenca de enzimas
proteoliticas, como gelatinase e proteinase 3, amplia a capacidade destrutiva das
NETSs, contribuindo tanto para a eliminacdo de patégenos quanto para a modulacdo
da resposta inflamatoria local (Koch et al., 2021; Griffith et al., 1996).

A liberacdo do conteudo intracelular, por meio das NETs, pode ter
implicagcbes negativas. As histonas, por exemplo, embora tenham um papel
fundamental para a atividade antimicrobiana, elas podem apresentar citotoxicidade
elevada e podem danificar células do proprio hospedeiro, levando a lesdes no tecido.
Em certas situacbes de resposta exacerbada das NETSs, essas estruturas podem
contribuir para a inflamacéo crbnica, formacdo de autoanticorpos e ativacdo do

sistema complemento, como observado em doencas autoimunes como o lUpus



21

eritematoso sistémico e na sindrome antifosfolipide (Moiana et al., 2021). Além disso,
as NETs fazem parte de processos como a trombose imunomediada, pois servem
como uma base estrutural para agregacdo de plaquetas e deposicdo de fibrina,
contribuindo para a formacéo de trombos. Estudos recentes associam a presenca
excessiva de NETs a fisiopatologia de doencas como COVID-19, onde a
hiperatividade dos neutrdéfilos e o excesso de NETs estéo ligados a lesdo pulmonar
aguda, tromboembolismo e disfuncédo de mdltiplos 6rgéaos (Middleton et al., 2020).

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima localizada principalmente nos
granulos primarios, também chamados de azurdfilos dos neutréfilos, com estrutura
dimérica e massa molecular aproximada de 140 kDa. Embora sua maior concentracao
ocorra nos neutrdéfilos, também pode ser encontrada, em menor quantidade, dentro
dos lisossomos de mondécitos, onde corresponde a cerca de 1/3 da quantidade total
presente nos neutrofilos. Sua funcdo estd basicamente relacionada a defesa
antimicrobiana, ja que atua na geragcao de ROS. A MPO utiliza peréxido de hidrogénio
(H202) como substrato para catalisar as reacbes com haletos como cloreto (CI),
brometo (Br~) e iodeto (I7), originando acidos halogenados como o &cido hipocloroso
(HOCI) e radicais livres. Esses produtos tém forte capacidade oxidativa e iréo
contribuir para a destruicdo dos microrganismos ao danificar proteinas, lipidios e
outras estruturas celulares (Aratani, 2018; Kargapolova et al., 2021).

A MPO possui uma grande relevancia para o sistema imunolégico e esta
associado a causa ou 0 progresso de algumas doencas como hipertensdo arterial
pulmonar, artrite reumatoide, doencas neurodegenerativas, obesidade e
aterosclerose (Khan et al., 2018). Na formacéo das NETs, a MPO é frequentemente
encontrada aderida ao DNA expelido durante a NETOsis. Essa combinacao €
facilitada pela natureza catibnica da MPO, que vai permitir a ligacdo a componentes
anibénicos carregados como o do DNA extracelular. Essa afinidade eletrostatica nao
s6 ajuda para a organizagao das NETs, como também pode influenciar nos processos
intracelulares, como regulac&o da autofagia (Aratani, 2018; Kargapolova et al., 2021).

A elastase neutrofilica (EN) € uma enzima da classe das serino proteases,
altamente expressa nos neutrdéfilos, esta armazenada principalmente nos granulos
primarios, sendo uma das mais prevalentes (aproximadamente 67.000 moléculas por
granulo) e possui um peso molecular de 29,5 kD. Além de sua presenca intracelular,
essa protease também pode ser encontrada fixa a membrana de neutréfilos ativados,

associada a proteoglicanos com os de sulfato de condroitina e sulfato de heparina. A
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sua atividade proteolitica é bastante versétil, permitindo a degradacdo de uma ampla
gama de alvos, incluindo proteinas de microrganismos, componentes estruturais da
matriz extracelular, mediadores inflamatorios e proteinas que s&o envolvidas na
coagulacdo. No contexto da resposta imune inata, a EN vai cooperar com outras
moléculas como a MPO, o complexo da NAPDH oxidase e peptideos antimicrobianos,
especialmente durante o processo da fagocitose. Além disso, € um dos elementos de
estrutura das NETSs, atuando na descompactacdo da cromatina, etapa importante para
a liberacdo das NETs no ambiente extracelular (Rydzynska et al., 2021; Voynow;
Shinbashi, 2021).

A atividade da EN é modulada pelos inibidores especificos, como por
exemplo a a1-antitripsina, devido ao seu potencial efeito nocivo quando esta em
concentragcbes elevadas. A desregulacdo dessa enzima tem sido combinada ao
desenvolvimento e progresso de varias doengas inflamatorias que afetam orgaos
como pulmdes, rins, o sistema cardiovascular e até as neoplasias. Nas enfermidades
pulmonares cronicas, a EN ajuda na disfuncdo do mecanismo de depuragcao
mucociliar ao reduzir a movimentacao dos cilios e intensificar a producédo de mucina,
0 que resulta na obstrucdo das vias respiratorias. Além do mais, a EN é capaz de
destruir componentes essenciais da matriz extracelular e proteinas envolvidas na
resposta imune inata, como a lactoferrina, proteinas surfactantes (SP-A e Sp-D),
opsoninas e elementos do sistema complemento e receptores fagociticos (Voynow;
Shinbashi, 2021).

Com relagao as histonas, essas possuem diversos tipos (H3, H2B, H2A e
H4), sendo que as do tipo H3 s&o proteinas pequenas (11kD a 21 kD) que possuem
funcdo de organizar o DNA dentro do nucleo celular. Elas ajudam a compactar o
material genético, devido ao excesso de aminoacido carregados positivamente, como
a lisina e a arginina. Durante o processo de formacao das NETs, a enzima PAD4,
ativada por sinais intracelulares, vai até o nucleo e modifica quimicamente a histona
H3, transformando residuos de arginina especificos em citrulina (regidbes R2, R8 e
R17), processo chamado de citrulinacdo. Essa alteracéo leva a perda da compactacao
do DNA, permitindo que ele se descondense e seja externalizado da célula, formando
uma malha extracelular rica em DNA e histonas citrulinadas, especialmente a H3cit,
um marcador importante da NETose (Masuda et al., 2016; Wang et al., 2009).

As histonas modificadaspresentes nas NETs podem induzir a producéo de

autoanticorpos, gerando um possivel ciclo vicioso, resultando em uma inflamacao
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exacerbada e distarbios inflamatérios como vasculite, trombose (Sorensen;
Borregaard, 2016).

O DNA livre da célula (cfDNA — cell free DNA) tem papel central na atividade
antimicrobiana das NETs, ou seja, ela ndo age apenas como uma armadilha,
dificultando a movimentacdo dos patdgenos que sdo capturados, mas também
possuem propriedades quimicas que contribuem diretamente para eliminacdo dos
microrganismos (Monticolo et al., 2020; Nagler et al., 2018).

O cfDNA pode ser reconhecido como Pdrdes Moleculares Associados ao
Dano (DAMP), atuando como um sinal de perigo ao organismo (Monticolo et al., 2020).
Na década de 40, o cfDNA foi relacionado a diversas condi¢des clinicas cronicas,
como fibrose cistica, doencas autoimunes e cancer. O complexo cfDNA-histonas
induz a producdo de citocinas pro inflamatérias, pode estimular a producdo de
autoanticorpos e desencadear processos citotdxicos. Essas atividades contribuem
para respostas inflamatorias exageradas, bem observadas na progressao de diversas

doencas crobnicas inflamatorias e autoimunes (Zawrotniak; Rapala kozik, 2013).

2.4.2 Métodos laboratoriais para detec¢cédo das NETs

A identificacdo das NETs pode ser feita por diferentes metodologias, cada
gual com seus pontos positivos, suas limitagcdes e usos particulares, a depender do
contexto, seja ele clinico ou experimental. Os métodos mais utilizados incluem
técnicas de microscopia de fluorescéncia, testes imunolégicos como o ELISA,
citometria de fluxo e métodos ex vivo de indugéo de liberagdo de NETS in vitro.

A microscopia de fluorescéncia € uma das principais ferramentas para
detectar a presenca de NETs de forma direta em um determinado tecido. Nessa
abordagem, o DNA é corado com substancias fluorescentes como DAPI, Hoechst
33342 ou SYTOX Green, junto com anticorpos marcados para proteinas tipicas das
NETs, como a MPO, EN e a histona H3 citrulinada (H3Cit). A presenca dessas
proteinas no mesmo local que o DNA extracelular indica a formacédo de NETs. A
microscopia confocal, mais sensivel e precisa, pode ser usada para confirmar a
estrutura tridimensional fibrilar caracteristica das NETs (De buhr, 2016; Brinkmann et
al., 2004).

O ensaio de ELISA é muito utilizado para detectar as NETs de forma

indireta, principalmente em amostras clinicas, como soro e plasma. Ele permite medir
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a quantidade de complexos especificos, como MPO-DNA, ENDNA ou H3Cit-DNA,
sendo Util para avaliar a presenca de NETs em doencas inflamatérias, infecciosas ou
autoimunes (Kasprzycka et al., 2019). Esse método, por ter um carater quantitativo, é
especialmente (til para estudos clinicos e epidemiolégicos, embora nédo forneca
informac&o morfoldgica direta sobre as estruturas das NETSs.

A citometria de fluxo também foi adaptada para analisar NETs, com
protocolos que identificam neutréfilos em NETose por meio de marcacao intracelular
e deteccéo de alteracGes na membrana e liberacdo de DNA. Apesar de ndo permitir a
observacédo direta das fibras extracelulares, a técnica possibilita analise em larga
escala e com alto rendimento (Gavillet et al., 2015).

Uma técnica importante na pesquisa experimental é a inducdo e
visualizagcdo ex vivo de NETs, na qual ha um isolamento neutréfilos do sangue
periférico, geralmente por gradiente de densidade (como Ficoll-Paque), e cultivo
dessas células em placas tratadas para aderéncia. Apés a aderéncia, os neutrofilos
sdo estimulados in vitro com agentes quimicos como PMA (forbol 12-miristato 13-
acetato), ionoforos de calcio (como A23187), LPS ou patégenos vivos. Apos a
incubacdo, as NETs formadas séo fixadas e analisadas por microscopia de
fluorescéncia com coloragdes especificas para DNA e proteinas associadas as NETs
(Hiroki et al., 2020). Essa abordagem permite uma analise visual precisa da morfologia
das NETs e possibilita estudos sobre os mecanismos de sinalizacdo envolvidos em
sua formagao.

Ademais, técnicas de imunohistoquimica e imunofluorescéncia em tecidos
podem ser usadas para detectar NETs in situ, em amostras de biopsias ou autopsias,
identificando marcadores especificos como H3Cit, NE e MPO, que estao juntos com
DNA extracelular (Lande et al., 2011).

2.4.3 Papel das NETs nas infec¢des virais

As armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS) exercem uma fungao
essencial na imunidade inata, servindo como uma forma de protecdo contra
microrganismos invasores. Tal processo se mostra especialmente relevante em

guadros infecciosos onde a fagocitose ndo consegue eliminar de forma eficiente o
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patdgeno, ajudando significativamente no combate a microrganismos extracelulares.
Atualmente, somente um estudo investigou o papel das NETs no contexto da
chikungunya. Hiroki e colaboradores (2020) mostraram no seu estudo que a indugcéo
das NETs contribui de forma significativa para o combate a infeccdo por CHIKV. Neste
trabalho, foi observado que a infeccao de neutréfilos murinos induz NETose por meio
da ativacdo do TLR7 e producdo de espécies reativas de oxigénio. In vitro, NETs
liberadas por neutrofilos estimularam a captura e neutralizagdo do virus. In vivo, a
inibicdo das NETs aumentou a suscetibilidade a infeccdo em camundongos IFNAR-/.
Em humanos, niveis elevados de NETs correlacionaram-se com maior carga viral,
sugerindo sua participagdo também em infec¢fes naturais.

Entretanto, outros estudos mostram que as NETs, embora cruciais para a
resposta imune inicial, nem sempre conseguem controlar certos tipos de infeccao,
principalmente quando os invasores desenvolvem mecanismos de evaséo. Bactérias
como S.aureus e S. pneumoniae, por exemplo, liberam enzimas que destroem o DNA
das NETs, abrindo caminho para que se livrem dessas armadilhas e a infeccéo
prossiga (Beiter et al., 2006; Berends et al., 2010). Em situa¢Oes criticas como a
sepse, a producdo excessiva de NETs falha em eliminar os agentes infecciosos e,
surpreendentemente, acaba prejudicando os tecidos e comprometendo o
funcionamento dos 6rgaos, piorando o quadro (Xu et al., 2009).

Na infeccdo pelo virus da dengue (DENV), estudos revelam uma
participacdo complexa das NETs. De acordo com Garishah et al. (2021), os niveis de
NETs estdo aumentados principalmente nas fases iniciais da doenc¢a, sendo que sua
formagao ocorre de maneira predominantemente independente da NADPH oxidase,
uma via classica de producéo de ROS. A ativacdo de plaquetas, especialmente pela
proteina ndo estrutural NS1 do DENV, tem papel central nesse processo. Essas NETS,
apesar de possuirem atividade antiviral, também estéo associadas a efeitos adversos,
como aumento da permeabilidade vascular e les&o endotelial, fatores que contribuem
para as manifesta¢cdes clinicas graves da doenca. Em concordancia com os achados
anteriores, Cucunawangsih et al. (2024) identificaram, por meio de analises
transcriptdmicas e soroldgicas, que pacientes com formas graves da dengue, como a
febre hemorragica, apresentam niveis significativamente elevados da histona H3
citrulinada (CitH3), um marcador de NETose. Esses niveis foram inversamente

correlacionados com a contagem de plaquetas, sugerindo que aformacao exacerbada
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de NETs pode contribuir para a trombocitopenia e para a gravidade clinica da infeccao,
sobretudo em casos de infeccao secundaria.

No contexto da infeccdo pelo virus Zika (ZIKV), Santos et al. (2023)
observaram que o virus, diferentemente do CHIKV, apresenta uma estratégia de
evasao imune ao inibir a formacdo de NETs induzida por estimulos como PMA e
CXCLS8. Entretanto, a proteina NS1 do ZIKV, quando isolada, foi capaz de induzir
NETose de forma independente da producéo de ROS e via ativagao do receptor TLR4.
Essas NETs, ao serem liberadas, demonstraram toxicidade significativa em células
nervosas periféricas, como neurénios e células de Schwann, causando degeneragao
neuronal, desmielinizagc&o e morte celular. Tais achados sugerem que a formacéo de
NETs pode estar implicada na patogénese de complicacdes neuroldgicas associadas
ao ZIKV, como a Sindrome de Guillain-Barré. A MPO foi identificada como um dos
principais componentes toxicos dessas NETs, e sua inibicdo reduziu
significativamente os efeitos deletérios observados, o que aponta para potenciais
alvos terapéuticos.

Além desses virus especificos, outros estudos, como o de Schénrich e
Raftery (2016), discutem o envolvimento das NETs em infec¢gdes por diferentes virus,
como HIV-1, virus sincicial respiratorio, virus Sendai e poxvirus. Esses autores
destacam que a formacdo de NETs pode ocorrer tanto por ativacdo direta dos
neutrdéfilos por receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) quanto por mecanismos
indiretos mediados por citocinas inflamatérias (como IL-8 e IFN tipo ) ou pela ativagao
plaguetaria. As NETs exercem atividade antiviral ndo apenas por capturar fisicamente
as particulas virais, impedindo sua disseminagdo, mas também por meio de acdes
citotoxicas diretas, promovidas por seus componentes moleculares. Contudo, a
formacéo descontrolada dessas estruturas pode resultar em efeitos adversos, como
dano endotelial, ativacdo do sistema de coagulacéo e lesdo tecidual, especialmente
em infec¢des virais sistémicas, como as causadas por hantavirus.

Deste modo, entende-se que as NETs desempenham um papel duplo nas
infec¢des virais. Por um lado, funcionam como mecanismos de defesa importantes ao
restringir a replicacdo e a propagacdao dos diferentes virus. Por outro, sua producao
exacerbada ou prolongada pode agravar o quadro clinico, contribuindo para
processos inflamatorios intensos e danos a tecidos sensiveis, como o endotelial e o

Nervoso.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o papel das NETs na imunopatogénese da infec¢céo pelo CHIKV

em pacientes do sexo feminino.

3.2 Objetivos Especificos

o Descrever as caracteristicas sociodemograficas e clinicas de pacientes
infectados por CHIKV;

o Avaliar quantitativamente os niveis dos marcadores de NETs (MPO, elastase
neutrofilica, histona citrulinada e DNA livre) em pacientes infectadas por CHIKV ao
longo dos periodos DO, D21, D90, D180 e D360.

. Investigar a relagéo temporal entre os niveis séricos de marcadores de NETs e
a ocorréncia de dor cronica, presenca de comorbidades e uso de medicamentos.

o Correlacionar os marcadores de NETs entre si ao longo dos diferentes periodos

de tempo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Populagdo do Estudo e Descri¢ao

Trata-se de um estudo longitudinal, retrospectivo, que envolveu a coleta de
informacdes sociodemograficas e analise de amostras biologicas coletadas entre os
anos de 2021 e 2024. Um total de 40 pacientes do sexo feminino, com infeccao
confirmada por Chikungunya virus (sorologia positiva para IgM/IgG) foram
selecionadas em pontos temporais classificados como DO, D21, D90, D180 e D360.
Esses pontos correspondem a periodos especificos de acompanhamento para coleta
de dados, referindo-se aos dias 0, 21, 90, 180 e 360 ap0s a avaliacao inicial das
pacientes. Além disso, 10 mulheres saudaveis foram selecionadas como grupo
controle.

As pacientes com infeccdo por CHIKV foram recrutadas na Unidade de
Atencédo Primaria a Saude (UAPS) Oliveira Pombo, onde funciona o Ambulatério de
Arboviroses coordenado pelo Prof. Dr. Luciano Pamplona. As voluntarias saudaveis
foram recrutadas no Laboratorio de Analises Clinicas e Toxicolégicas (LACT),
vinculado ao Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas (DACT) da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.2  Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara (UFC) (CAAE: 75466723.2.0000.5054). As amostras
foram coletadas apenas apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) pelas participantes.

4.3 Critérios de Inclusédo e Excluséo

Os critérios de inclusdo foram: pacientes do sexo feminino, com idade igual
ou superior a 18 anos e com sorologia IgM/IgG positiva para CHIKV. Foram excluidos

individuos com testes soroldgicos inconclusivos, gestantes, pacientes transplantados,
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individuos em uso de imunossupressores e/ou em tratamento quimioterapico, além de

pacientes com outras infec¢des virais (como hepatites, HIV, etc.).

44 Coletade Amostras e Dados Clinicos

Foram coletadas amostras de sangue periférico (10 mL) por meio de
puncdo venosa das pacientes nos periodos DO, D21, D90, D180 e D360. ApoGs a
coleta, os tubos foram centrifugados, e o plasma foi aliquotado e armazenado em
tubos do tipo Eppendorf, em freezer a -80°C, até a quantificagcdo dos marcadores.
Para evitar a degradac&o das amostras devido a ciclos repetidos de congelamento e
descongelamento, foram preparadas aliquotas de trabalho a partir das amostras

originais.

45 Desenho Experimental

A quantificacdo dos marcadores de NETs (MPO, EN e H3cit) no plasma foi
realizada utilizando kits de ELISA tipo sanduiche e as leituras foram realizadas
utilizando o leitor de microplacas SmartReader™ 96 da Accuris Instruments™. Ja o
DNA livre foi quantificado por fluorometria com kits da marca Invitrogen™ Thermo

Fisher e detectado utilizando fluorimetro Qubit® 2.0.

4.5.1 Mieloperoxidase

Para medir a quantidade de MPO humana nas amostras, utilizou-se o kit
comercial Myeloperoxidase Human Instant ELISA™ (BMS2038INST) da Invitrogen
Thermo Fisher Scientific. Para isso, as amostras foram descongeladas e diluidas na
proporcao de 1:50, misturando 490 pL do diluente com 10 pL da amostra. Essa mistura
foi homogeneizada utilizando um vortex (Bionex) e uma minicentrifuga UniSpin
(Uniscience), por 10 segundos cada, antes de serem colocadas na placa. Os 96 pogos
da microplaca, fornecidos no kit, ja continham anticorpos monoclonais especificos
para MPO humana, além do conjugado com biotina, o complexo estreptavidina-HRP
e o diluente da amostra, todos em forma liofilizada. Os po¢os da curva padrdo também

continham os padrdes liofilizados (em duplicata) em concentracdes que variavam de



30

10.000 a 156 pg/mL. O tampé&o de lavagem concentrado 10x (solu¢do salina
tamponada com fosfato com 1% de detergente Tween® 20) foi diluido em 475 mL de
agua destilada.

O procedimento comegou com a adi¢cédo de 150 pL de agua destilada nos
pocos da curva padrdo e do branco, e 100 puL de agua destilada nos pocos das
amostras, para reconstituir os reagentes liofilizados. Em seguida, foram adicionados
50 pL das amostras diluidas (1:50) nos pocos correspondentes. A placa foi entédo
selada e incubada em temperatura ambiente (18 a 25°C), a 200 rpm, por trés horas
em um shaker de microplacas Orbi-Shaker™ MP. Apds a incubagao, realizamos a
lavagem manual dos pocos, adicionando 350 pL de tampéo de lavagem em cada
poco, repetindo o processo quatro vezes. Apos cada lavagem, o conteido dos po¢os
foi descartado na pia e os residuos de tampéo foram removidos da placa com leves
batidas em papel toalha. Adicionamos 100 pL da solugdo de substrato cromogénica
Tetrametilbenzidina (TMB) em todos os pocos e a placa foi incubada em temperatura
ambiente por 10 minutos, protegida da luz. Por fim, adicionamos 100 pL da solugcéo
de parada (&cido fosférico 1M) em cada poco e a placa foi lida em um leitor de

absorbancia, utilizando um comprimento de onda de 450 nm.

4.5.2 Elastase Neutrofilica (EN)

Para determinar a quantidade de elastase neutrofilica (EN) humana nas
amostras de plasma, utilizou-se o kit comercial Human PMN-Elastase ELISA™
(BMS269) da Invitrogen Thermo Fisher Scientific. Antes de comecgar, as amostras
passaram por um processo de descongelamento e diluicdo (1:100) dividido em duas
fases: inicialmente, combinou-se 90 pL do diluente com 10 pL da amostra; em
seguida, foram adicionados 450 pL do diluente a 50 pL da amostra. As amostras
diluidas foram agitadas em um vértex (Bionex) e, posteriormente, em uma
minicentrifuga UniSpin (Uniscience), durante 10 segundos em cada etapa, antes de
serem aplicadas na placa. Os 96 pocos da microplaca, fornecidos no kit, continham
anticorpos especificos para a elastase de neutréfilos humanos. Para criar a curva
padréo, realizou-se diluicbes seriadas do padréo liofilizado (10 ng/mL), que foi
reconstituido com 2000 uL do diluente da amostra, de forma que a curva padréo
variasse de 10 a 0,16 ng/mL. Além do padrao, o kit forneceu um controle de alta

concentracdo, que foi reconstituido em 1000 pL do diluente. O tampé&o de lavagem
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concentrado 10x (solugcéo salina tamponada com fosfato contendo 1% de detergente
Tween® 20) foi diluido em 450 mL de agua destilada.

O procedimento teve inicio com a aplicagédo de 100 pL dos padrdes (em
duplicata), 100 pL de diluente no branco (em duplicata) e 100 puL das amostras diluidas
a 1:100, juntamente com o controle, em seus respectivos pocos. A placa foi
devidamente selada e incubada a temperatura ambiente, a 900 rpm, durante uma
hora, utilizando um shaker de microplacas Orbi-Shaker™ MP. Apds o periodo de
incubacao, realizou-se alavagem dos po¢os com a lavadora de Microplacas Wellwash
Versa (Figura 13), aplicando 350 puL de tampéo de lavagem em cada pogo, por quatro
vezes. A cada lavagem, o conteudo dos pocos foi aspirado pela lavadora e, apés a
ultima lavagem, os residuos de tampéao da placa foi removido, secando-a com batidas
em papel toalha. Em seguida, adicionou-se 150 pL do conjugado-HRP em todos os
pocos, a placa foi selada e a incubada a temperatura ambiente, a 900 rpm, por uma
hora, utilizando o shaker. Apds a incubacdo, a placa foi lavada mais quatro vezes,
conforme descrito anteriormente, e adicionamos 200 pL de TMB em todos 0s pocgos.
A placa foi incubada a temperatura ambiente, por 20 minutos, protegida da luz.
Finalmente, adicionamos 50 pL de solucéo de parada (acido cloridrico 2M) em cada
poco e realizou-se a leitura da placa com um leitor de absorbancia, utilizando um

comprimento de onda de 450 nm.

45.3 Histona H3 citrulinada

Para quantificar a histona H3 citrulinada nas amostras de plasma, utilizou-
se o kit comercial Citrullinated Histone H3 (Clone 11D3) ELISA™ (501620) da Cayman
Chemical. Antes de tudo, as amostras foram descongeladas e diluidas (1:2) usando
60 pL do diluente e 60 pL da amostra. Apds diluicdo, as amostras foram
homogeneizadas em vortex (Bionex) e minicentrifuga UniSpin (Uniscience), por 10
segundos cada, e entdo adicionadas na placa. Os 96 poc¢os da microplaca do kit ja
vinham sensibilizados com anticorpos monoclonais especificos para histona H3
citrulinada nos residuos R2, R8 e R17. Diluiu-se o tampéao de ensaio concentrado
(10x) com 90 mL de agua, adicionando 100 pL do estabilizante polissorbato 20. Para
criar a curva padréo, realizou-se diluigbes seriadas do padrao liofilizado (500 ng/mL),
gue foi reconstituido com 2 mL do tampao de ensaio, gerando um intervalo de 10 -

0,15 ng/mL. O tampao de lavagem concentrado 400x foi diluido em 1 L de agua
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destilada. O conjugado-HRP concentrado (10x) foi diluido usando 1,2 mL do
conjugado e 10,8 mL do tampéo de ensaio. Iniciou-se 0 ensaio adicionando 100 pL
dos padrdes (em duplicata), 100 pL de tampé&o de ensaio no branco (em duplicata) e
100 puL das amostras diluidas 1:2 nos pogos. A placa foi selada e incubada a
temperatura ambiente, a 300 rpm, por duas horas, em shaker de microplacas Orbi-
Shaker™ MP.

Apos a incubacéo, os pogos foram lavados com a lavadora de Microplacas
Wellwash Versa, utilizando 300 pL de tampé&o de lavagem em cada poco, cinco vezes.
Apo6s cada lavagem, o conteudo foi aspirado pela lavadora e, apos a Ultima, secamos
os residuos da placa com batidas em papel toalha. Adicionou-se 100 puL do conjugado-
HRP nos pocos, a placa foi selada e incubada a temperatura ambiente a 300 rpm por
uma hora em shaker. Apés a incubacédo, lavou-se a placa mais cinco vezes como
antes e adicionou-se 100 pL de TMB em todos os pocos. A placa foi incubada em
shaker, a temperatura ambiente, por 30 minutos, protegida da luz. Por fim, adicionou-
se 100 pL de solucdo de parada em cada poco e lemos a placa no leitor de

absorbancia, usando o comprimento de onda de 450 nm.

4.6 Quantificacdo de marcador de NETs por Fluorimetria

4.6.1 DNA livre de células

Para determinar a quantidade de cfDNA nas amostras de plasma, utilizou-
se a técnica de fluorimetria. Nesse método, adicionou-se o corante fluorescente
Qubit® dsDNA HS Reagent (Componente A) ao plasma. Em seguida, usando um
fluorémetro, detectou-se a fluorescéncia produzida, que é diretamente proporcional a
guantidade de cfDNA no plasma testado. Utilizou-se o kit Qubit® dsDNA HS (High
Sensitivity) Assay Kits (Q33230, Q33231) da Invitrogen Thermo Fisher Scientific, ideal
para quantificar DNA de fita dupla livre com sensibilidade alta (1 ng/mL a 500 ng/mL).
O fluorimetro utilizado foi 0 Qubit 2.0®, do mesmo fabricante do Kit.

Inicialmente, preparou-se a solu¢cdo de trabalho diluindo o corante
fluorescente 1:200 com o tampéo do kit. Assim, para os 80 tubos (78 amostras + 2
padrdes de calibracdo do kit), foi pipetado 15.920 pL de tampéao e 80 pL do reagente
em um tubo falcon. Agitou-se a solucdo de trabalho no vértex (Bionex) por 10

segundos e usou-se para preparar 200 uL de solucéo final, adicionando os padrbes
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(Qubit® dsDNA HS Standard #1 e #2) e as amostras. Os padrdes serviram para
calibrar o equipamento; o padréo #1 tinha concentracdo de 0 ng/uL e o padréo #2, 10
ng/pL.

Dessa forma, foram adicionados 190 pL de solucéo de trabalho e 10 uL de
padréo nos tubos de padrdes e 198 pL de solucao de trabalho e 2 uL de amostra nos
tubos de amostras, em eppendorfs especificos (Axygen® PCR-05-C tubes). Agitou-se
os 80 tubos no vortex e minicentrifuga UniSpin (Uniscience) por 3 segundos. Apos
dois minutos de repouso, os tubos foram lidos no Qubit 2.0®. Os valores foram
emitidos em ng/uL e o equipamento calculou as concentragdes, conforme a diluigdo e

o volume da amostra, usando a féormula: valor emitido x 200/volume da amostra.

47 Andlises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism
(verséo 8.0.1). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, e
como a maioria das variaveis apresentou distribuicdo ndo normal, utilizaram-se testes
nao parametricos. As variaveis continuas foram expressas em mediana e intervalo
interquartil (11Q). Para comparacdes entre diferentes tempos (DO, D21, D90, D180 e
D360), aplicou-se o teste de Friedman com pdés-teste de Dunn. Entre dois grupos
independentes, como dor crénica vs. sem dor, utilizou-se o teste de Mann-W hitney, e
para mais de dois grupos independentes, foi adotado o teste de Kruskal-Wallis
seguido de Dunn.

As variaveis categoricas foram expressas em frequéncia absoluta e
relativa, com analise pelo teste do qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher,
guando apropriado. A correlagcao entre os marcadores de NETSs foi avaliada pelo teste
de Spearman. Em todas as analises, considerou-se um nivel de significancia

estatistica de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas gerais das pacientes incluidas no estudo

A tabela 1 apresenta o niumero de pacientes em diferentes faixas etérias
divididas nas seguintes categorias: 20-29 anos, 30-39 anos, 40-49 anos, 50-59
anos, 60-69 anos, 70-79 anos e 80 anos ou mais. A faixa etaria de 50-59 anos
representou 0 maior percentual de pacientes, correspondendo a 25% do total da
amostra. O segundo maior grupo foi o de 30-39 anos, com 17,5% da amostra. A
distribuicdo mostra que tanto os grupos de idade mais jovem (20—29 e 30-39 anos)
guanto os grupos mais idosos (60—69 e 70—79 anos) compuseram uma proporgao
menor da amostra.

Tabela 1. Distribuicdo das pacientes por faixa etaria.

Faixa etaria Numero absoluto Porcentagem (%)
20 - 29 anos 6 15.0%
30 - 39 anos 7 17.5%
40 - 49 anos 4 10.0%
50 - 59 anos 10 25.0%
60 - 69 anos 5 12.5%
70 - 79 anos 3 7.5%
2 80 anos 1 2.5%

Fonte: Autor (2025).

A Tabela 2 apresenta a distribuicdo dos dados clinicos dos pacientes
avaliados, incluindo presenca de dor, comorbidades e uso de medicamentos.
Observou-se que a maioria relatou dor (55%, n=22), enquanto 40% (n=16) n&o
referiram essa queixa e 5% (n=2) tiveram registros invalidos. Em relacdo as
comorbidades, 45% (n=18) apresentavam ao menos uma condi¢ao clinica associada,
como HAS, DM, DAC ou Asma, ao passo que 55% (n=22) ndo possuiam

comorbidades registradas. Quanto ao uso de medicamentos, a grande maioria dos
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pacientes (90%, n=36) fazia uso de algum farmaco, com predominancia de
analgésicos como Dipirona, AINEs, Paracetamol e opioides, enquanto apenas 10%
(n=4) n&o utilizavam medicamentos.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos participantes.

Variavel Categoria Numero absoluto (n) Porcentagem (%)

Sim 22 55.0%
Presenca de dor N&o 16 40.0%
Dado invalido 2 5.0%
Sim 18 45.0%

Comorbidades
Nao 22 55.0%
Sim 36 90.0%

Uso de medicamentos

Nao 4 10.0%

Fonte: Autor (2025).

5.2 Quantificacdo dos marcadores MPO, EN, H3cit e DNA livre ao longo do

tempo em pacientes infectadas por CHIKV

A quantificacdo dos principais marcadores associados a formacdo das
NETs, (MPO, Elastase, H3cit e DNA livre), foram realizados ao longo de diferentes
periodos do curso da infec¢do por CHIKV (DO, D21, D90, D180 e D360). Os resultados
mostrados na Figura 2 permitem avaliar a as diferengas concentracdes ao longo do
tempo dos biomarcadores.

Com base nos dados obtidos, a analise dos niveis plasméticos de MPO,
(Figura 2A) ao longo do curso da infeccdo por CHIKV, revelou variagdes
estatisticamente significativas. Observou-se uma reducéo significativa entre o dia O
(DO, mediana 408,5 pg/mL) e o dia 21 (D21, mediana 285,8 pg/mL). Comparando-se
os periodos D21 (mediana 285,8 pg/mL) e D360 (mediana 521,5 pg/mL), uma

elevacao significativa nos niveis de MPO foi observado.
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Figura 2. Analise temporal dos biomarcadores MPO, elastase, histona e DNA livre ao
longo de diferentes periodos de tempo em pacientes infectadas por CHIKV.
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Legenda: (A) Quantificacdo de mieloperoxidase (MPO) ao longo do tempo. (B) Quantificacdo de
elastase neutrofilica(C) Quantificagéo de histona citrulinada (H3Cit). (D) Quantificagdo de DNA livre. (*
p<0,05; teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn). A linha tracejada refere-se a mediana de
concentracdo do grupo controle (n=10).

Fonte: Autor (2025).

Com relagdo a elastase neutrofilica (Figura 2B), foi observado niveis
diminuidos nos periodos D21 (29,88 ng/mL), D180 (27,41ng/mL) e D360 (27,57ng/mL)
em relacao ao periodo DO (41,76 ng/mL).

Os niveis de histona citrulinada (H3cit) (Figura 2C) ndo apresentaram
diferencgas significativas entre os tempos avaliados.

Na andlise dos niveis de DNA livre - cfDNA (Figura 2D) ao longo do tempo
observou-se que os niveis que os periodos de D21 (1,295 ng/uL), D90 (1,49 ng/uL),
D180 (1,370 ng/uL) e D360 (1,365 ng/uL) apresentaram niveis reduzidos de DNA livre

em comparacao com o periodo DO (1,625 ng/ulL).



5.3 Comparacéo do controle negativo com as pacientes com CHIKV

pacientes com CHIKV, conforme mostrado na tabela 3.

Tabela 3. Comparacéo do controle negativo com pacientes com CHIKV.
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Além do mais, foi observado a comparagcdo do controle negativo com as

CN DO D21 D90 D180 D360
MPO 710,2 408,5 285,8 360,5 353,5 521,5
(pg/mL) p=0,0004* p=0,0004* P<0,0001*  P<0,0001*  P=0.0001*
EN 57,32 41,76 29,88 33,96 27,41 27,57
(ng/mL) P=0.0019*  P=0.0055* P<0.0001*  P=0.0005*  P=0.0053*
H3cit 0,57 0,83 0,65 0,79 1 0,76
(ug/mL) P=0.0119* P=0.0646  P=0.0060*  P=0.0046*  P=0.0166*
DNA livie 1,625 1,295 1,49 1,37 1,365 1,485
(ng/mL) P<0.0001*  P=0.6095*  P<0.0001*  P=0.0009*  P=0.1483

Legenda: Os niveis de MPO, elastase neutrofilica (EN), histona H3 citrulinada (H3cit) e DNA livre
circulante (cfDNA) foram quantificados em diferentes periodos de tempo nas pacientes infectadas pelo
CHIKV e comparados do ao grupo controle (CN). Os valores de p referem-se & comparacao entre a
mediana da concentragcdo cada periodo de tempo e o grupo controle, sendo considerados
estatisticamente significativos aqueles com p < 0,05. Para os testes estatisticos utilizou-se o teste de
Mann-Whitney.

Fonte: Autor (2025).

Com relacédo a MPO, observou-se que 0s niveis desse marcador estiveram
significativamente diminuidos em relagcdo ao grupo controle (Tabela 3). O mesmo
padréo foi observado para a elastase neutrofilica e para o DNA livre, onde o grupo de
pacientes infectadas apresentou niveis menores em relagdo ao grupo controle.

Por outro lado, ao se comparar a concentragcdo de histona citrulina H3cit,
as pacientes infectadas por CHIKV apresentaram niveis elevados nos periodos de DO,

D90, D180 e D360 em comparacao ao grupo controle (Tabela 3).

5.4 Avaliacdo dos marcadores de NETs em pacientes infectadas por CHIKV e

estratificadas em relacdo a cronificacdo da dor articular

De acordo com os resultados mostrados na Figura 3, ao se estratificar o

grupo de casos em pacientes com presenca de dor cronica (n=22) e pacientes sem
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dor crbnica (n=16), ndo foram observadas diferencas na concentracdo dos
marcadores de NETs nos diferentes periodos de tempo.

Figura 3. Analise da concentracédo de marcadores de NETs em pacientes infectados
com dor cronica versus sem dor cronica.
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Fonte: Autor (2025).

5.5 Avaliacdo dos marcadores de NETs em pacientes infectadas por CHIKV e

estratificadas em relacéo a presenca de comorbidades

Com relagdo as comorbidades, as pacientes foram avaliadas em relagéo a
presenca de diabetes, hipertenséo arterial, asma, doenca arterial coronariana, doenca
pulmonar obstrutiva crénica e acidente vascular cerebral.

De acordo com os resultados mostrados na Figura 4, ao se estratificar o
grupo de casos em pacientes com presenca de comorbidades (n=18) e pacientes sem
comorbidades (n=22), n&o foram observadas diferencas na concentragdo dos
marcadores de NETs nos diferentes periodos de tempo.

Figura 4. Analise da concentracdo dos marcadores de NETs em pacientes com
comorbidades versus pacientes sem comorbidades nos diferentes periodos de tempo.
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5.6 Avaliacdo dos marcadores de NETs em pacientes infectadas por CHIKV e

estratificadas em relagcdo ao uso de medicamentos

Com relacdo as comorbidades e o uso de medicamentos, as pacientes
foram avaliadas em relacdo ao uso de anti-inflamatérios néo esteroidais (AINES),
opioides ou farmacos como dipirona, paracetamol, nimesulida, pregabalina e
corticosteroide (dexametasona).

De acordo com os resultados mostrados na Figura 5, ao se estratificar o
grupo de casos em pacientes que faziam uso de medicamentos (n=36) e pacientes
sem uso de medicamentos (n=4), ndo foram observadas diferencas na concentracao

dos marcadores de NETs nos diferentes periodos de tempo.
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Figura 5. Andlise da concentracao de marcadores de NETs em pacientes que fizeram
uso de medicamentos versus pacientes que néo utilizaram nos diferentes periodos de
tempo.
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neutrofilica (ng/mL); (C) Concentracao de histona 3 citrulinada; (D) Concentragdo de DNA livre (ng/uL).
Os valores estéo representados pela mediana e intervalo interquartil. Utilizou-se o teste de Mann-
Whitney para as comparacdes entre os dois grupos, em um determinado periodo de tempo.

Fonte: Autor (2025).

5.7 Anélises de correlacdo entre os marcadores de NETs

Nas analises de correlagdo entre os marcadores de NETs quantificados
(Figura 6), observou-se no periodo de DO correlacdo positiva entre MPO X EN
(p=0,0005; r=0,5886) e MPO X DNA (p=0,0109; r=0,4254). J4 no periodo de D21, uma
correlagdo negativa de H3cit x DNA livre (P=0,0289; r=-0,04206) foi observada. No
periodo de D90, uma correlacao positiva foi observada entre MPO X EN (p=0,0123;
r=0,4515). No periodo de D180, uma correlacéo positiva entre MPO X EN (p<0,0001;
r=0,6464) e uma correlagcédo negativa entre MPO X H3cit (p=0,014; r=-0,4369) foram
observadas. Por fim, no periodo de D360 uma correlagcdo negativa entre H3cit X DNA
livre (p=0,0422; r=-0,447) foi observada.

= N/usam Medicamentos ®  N/usam Medicamentos
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Figura 6. Andlises de correlacéo entre marcadores de NETs nas pacientes infectadas
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6 DISCUSSAO

A infeccdo pelo virus Chikungunya (CHIKV) tem se mostrado com uma
relevancia nos problemas de saude publica, especialmente nos paises tropicais,
devido as suas manifestacdes clinicas recorrentes e ao impacto funcional em
individuos acometidos (Santos et al.,2024).

Este estudo teve um objetivo de investigacdo do papel das NETs
(Armadilhas extracelulares de neutréfilos) na imunopatogénese da infec¢cdo por
CHIKV, com o foco na analise de presenca e variagdo temporal dos marcadores
plasmaticos que sdo associados a NETs em mulheres infectadas. Essa proposta se
baseia na hip6tese de que a resposta inflamatoéria exacerbada induzida pela CHIKV
pode ter uma correlacéo a essa liberacado desregulada de NETs contribuindo para o
prolongamento dos sintomas inflamatérios e para o desenvolvimento de quadros
cronicos como a artralgia.

As NETs (Armadilhas extracelulares de neutrdéfilos), sédo estruturas
formadas por redes de DNA extracelular associado com as proteinas antimicrobianas
como mieloperoxidase (MPO) e a elastase de neutrofilos (NE). Elas representam um
mecanismo de defesa essencial na destruicdo dos patdgenos, incluindo os virus. No
entanto, sua liberacdo excessiva ou persistente pode contribuir para o dano do tecido
e manutencdo de estados inflamatorios crénicos (Dabrowska et al.,2016). Embora a
literatura descreva que a participacdo das NETs em algumas infec¢cdes virais como
dengue, zika e COVID-19, poucos estudos exploram sua contribui¢do na infeccao pelo
CHIKV. Considerando-se que a CHIKV pode causar inflama¢gdes duradouras e
sequelas nos pacientes, tornando pertinente a investigagdo das NETs na atividade
desse processo.

A avaliagcdo temporal dos marcadore de NETs em pontos diferentes no
contexto clinico da infecgdo permite compreender melhor os momentos criticos de
ativacao neutrofilica e liberagdo dessas estruturas. A analise em tempos distintos (DO,
D21, D90, D180 e D360) possibilita identificar se ha persisténcia ou resolucéo dos
processos inflamatérios mediados pelas NETs, o que pode ter implicacdes
prognosticas e terapéuticas. A compreensao dessa trajetéria pode ajudar a identificar
alvos para intervengcdo precoce e sugerir biomarcadores de evolucéo clinica ou de

risco para cronicidade. Assim, este estudo contribui para preencher uma lacuna no
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conhecimento sobre a interagcdo entre a resposta imune inata e a progressao da
chikungunya.

A avaliagdo dos niveis plasmaticos de MPO e elastase de neutrofilos
revelou um padréo dindmico ao longo do tempo nas mulheres infectadas pelo virus
Chikungunya. Os dados demonstraram concentragcdes mais elevadas desses
marcadores em DO, correspondendo ao periodo agudo da infec¢cao, seguidas por uma
reducédo gradual nos tempos subsequentes. Entretanto, observou-se que, mesmo em
D180 e D360, os niveis de MPO e elastase ainda se encontravam detectaveis em
parte das pacientes, indicando uma possivel manutenc¢édo da ativagéo neutrofilica em
fases mais tardias.

Essa persisténcia pode refletir a cronificagcdo do processo inflamatério, com
potencial contribuicdo das NETs na manutencdo de sintomas como a dor crénica,
frequentemente relatada na chikungunya poés-aguda.

Do ponto de vista imunopatoldgico, a permanéncia de niveis elevados de
marcadores de NETs ap0s a fase aguda sugere que o processo inflamatorio iniciado
durante a infeccéao viral pode nao se resolver completamente em todos os individuos.
As NETSs, quando ndo adequadamente depuradas, podem estimular a producéo de
citocinas inflamatoérias, promover dano tecidual e agravar a resposta inflamatoria,
atuando como elementos perpetuadores da inflamacéo (Brinkmann et al., 2004). Esse
fenbmeno ja foi descrito em outras condi¢cfes virais e autoimunes, reforcando a
plausibilidade de sua participacdo na fisiopatologia da chikungunya, especialmente
nos casos que evoluem com manifesta¢cfes reumatoldgicas prolongadas.

Estudos prévios corroboram esses achados, como os realizados em
pacientes com dengue, nos quais niveis aumentados de elastase e MPO foram
associados a severidade da doenca e ao aumento da permeabilidade vascular
(Opasawatchai et al., 2019). De forma semelhante, na COVID-19, a presenca de NETs
tem sido implicada na formagdo de microtrombos e em complicagbes pulmonares
(ZUO et al., 2020). Ainda que haja escassez de estudos especificos sobre NETs em
chikungunya, os dados do presente trabalho somam-se a literatura crescente que
aponta para um papel relevante dessas estruturas em infeccdes virais. Assim, 0S
resultados obtidos reforcam a importancia de se considerar as NETs ndo apenas
como um marcador de fase aguda, mas também como um possivel alvo terapéutico

em casos com inflamacéao persistente.
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A avaliacdo dos subgrupos de pacientes com e sem comorbidades, dor
crénica ou uso de medicamentos ndo mostrou variacdes estatisticamente relevantes
nos niveis de MPO e elastase. Essa falta de diferencas pode ser atribuida a fatores
imunologicos, como a complexidade da resposta inflamatoéria de cada individuo, além
de fatores metodoldgicos, como o tamanho pequeno da amostra e a significativa
diversidade clinica entre as participantes. A existéncia de variaveis nao controladas,
como duracdo da infeccdo, tipo de comorbidade e uso regular ou ocasional de
medicamentos anti - inflamatérios ou imunomoduladores, pode ter atenuado os
possiveis efeitos nos marcadores analisados. A variedade no perfil das pacientes,
apesar de refletir arealidade clinica, dificulta a identificagdo de fatores especificos que
afetam diretamente a producao de NETS.

Em relacéo a relacdo entre os marcadores MPO e elastase, os valores de
rho obtidos foram baixos, sugerindo uma conexao fraca entre os dois elementos. Isso
pode indicar que, apesar de ambos serem componentes das NETSs, sua liberagdo ou
estabilidade no plasma pode ocorrer de maneira parcialmente independente, sendo
afetada por diferentes caminhos de ativacdo dos neutréfilos ou por mecanismos de
depuracéo distintos. Ademais, a baixa correlagcéo pode indicar a limitagédo de se utilizar
apenas marcadores indiretos para inferir sobre NETose. Também deve-se levar em
conta a possibilidade de multicolinearidade estatistica e o efeito do niumero limitado
de participantes em certos periodos de coleta, elementos que podem afetar a solidez
das andlises correlacionais.

Metodologicamente, optou-se pelo uso de plasma devido a sua
conveniéncia e ao fato de que o material ja esta acessivel no banco de amostras do
projeto. Entretanto, é importante ressaltar que a presenca de fibrinogénio no plasma
pode afetar a quantificacdo de proteinas granulares, o que pode ser uma limitacdo do
estudo. Ademais, a deciséo de incluir somente mulheres teve como objetivo diminuir
a variabilidade hormonal e imunoldgica entre os géneros, porém resulta em uma
limitac&o na aplicagdo dos resultados a populacdo em geral. A falta de comparacéo
com o grupo controle em relacdo a idade, uso de medicamentos ou presenca de
comorbidades também pode ter afetado os resultados, gerando vieses nao
controlados.

A predominéncia de mulheres com idades entre 50 e 59 anos na amostra
€ consistente com os dados epidemiolégicos nacionais, que mostram que mulheres

de meia-idade tém maior probabilidade de apresentar infeccdo sintomatica e
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desenvolver dor articular crénica. Logo, essa faixa etaria constitui um segmento da
populacdo que procura mais frequentemente o atendimento ambulatorial, o que pode
ter contribuido para sua maior inclusdo no estudo. Assim, os resultados retratam o
perfil verdadeiro dos atendimentos em situacdes poOs-surto e estdo de acordo com
outros estudos realizados no Brasil e em paises onde o CHIKV é endémico.

Os dados coletados nesta pesquisa ajudam a entender o papel das NETs
na imunopatogénese da chikungunya, particularmente em casos de inflamagcédo
persistente. A deteccdo continua de marcadores como MPO e elastase, mesmo
meses depois da infec¢cdo aguda, sugere que as NETs podem estar implicadas na
persisténcia da dor crbnica, possivelmente ao causar danos aos tecidos e manter a
inflamacé&o local. Embora ainda ndo tenha sido comprovada, essa hipétese merece
uma investigacao mais detalhada com modelos funcionais.

Pode-se destacar o Unico e exclusivamente estudo de Hiroki (2020) a
respeito das NETs relacionadas a CHIKV, esses resultados mostram que as
armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) desempenham um papel crucial na
resposta imune inata contra o virus. Foram feitas uma série de experimentos in vitro
e in vivo, e foi possivel estabelecer que neutréfilos de camundongos e humanos
liberam as NETs em resposta a infeccdo por CHIKV, através de um mecanismo
dependente da ativacdo do receptor de toll-like (TLR7) e da geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Esse processo, chamado de NETose, demonstrou-se
bem especifico para o CHIKV, logo que outros arbovirus, como a zika (ZIKV) e Dengue
(DENV), ndo induziram a mesma resposta sob condi¢ces experimentais semelhantes.
A especificidade sugere que caracteristicas moleculares Unicas do CHIKYV,
relacionado & sua estrutura de RNA de fita simples, sdo reconhecidas pelo TLR7,
sofrendo uma possivel cascata de sinalizacdo intracelular que resulta naliberacéo das
NETS.

Essa confirmac¢é&o da NETose néo litica como esse mecanismo na infec¢éo
por CHIKV é relevante, pois indica que os neutrofilos mantém sua viabilidade celular
enquanto exercem sua funcéo antiviral, diferente do que ocorre em outras infec¢oes
onde a NETose litica pode levar a morte celular e & exagerada inflamacéo tecidual. A
capacidade das NETs de capturar e fazer a neutralizacdo de particulas virais foi vista
no experimento in vitro, onde a pré-incubagéo do CHIKV com as NETSs resultou em

reducdo significativa da infectividade, um efeito que foi revertido com o tratamento
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com DNAse. Essa observacao ajuda na ideia de que as NETs atuam fisicamente na
contencéo viral, impedindo a disseminagao do patégeno.

A relevancia vista no estudo de Hiroki (2020), foi confirmada no
experimento in vivo em camundongos IFNAR™/~, altamente susceptiveis a infeccéo
por CHIKV. Com o tratamento feito com DNAse resultou no aumento precoce da carga
viral, prolongamento da viremia e a maior mortalidade, evidenciando o papel protetor
das NETs no controle dareplicacao viral sistémica. Essa detec¢ao dos niveis elevados
de complexos MPO-DNA no soro de pacientes com infeccdo aguda por CHIKV,
correlaciona-se positivamente com a carga viral e reforca a eficacia dos achados e
sugere que as NETs s&o um componente ativo da resposta imune humana contra o
virus.

Juntamente, estes resultados nédo apenas elucidam um novo mecanismo
de defesa contra o CHIKV, mas também abrem perspectivas para intervencdes
terapéuticas que modulam a liberacdo da NETs, potencialmente incentivando a
progresséo para formas cronicas da doenga. A desregulacdo na formacédo de NETS,
no entanto, pode também contribuir para a patogénese da artralgia cronica
caracteristica da chikungunya, um aspecto que merece investigacao futura. Assim,
este estudo posiciona as NETs como um elemento fundamental na imunidade antiviral
inicial, destacando sua dualidade como mediadoras de protecdo e possiveis agentes
de dano tecidual em contextos de desregula¢&o imune.

Entre as principais limitacdes deste estudo, estdo a falta de pareamento
entre os grupos, o uso de dados autodeclarados sobre medicamentos, o niamero
reduzido de participantes em determinados momentos e a utilizagcdo exclusiva de
marcadores indiretos de NETs. Essas restricOes afetam a habilidade de generalizar
os resultados e a identificagdo precisa de mecanismos causais. A analise longitudinal
individual também foi dificultada pela falta de dosagens seriadas em todos os
participantes.

Para pesquisas futuras, sugere-se a implementacdo de métodos que
possibilitem a distingdo entre NETose litica e vital, bem como a incorporacdo de
técnicas funcionais, como aimunofluorescéncia, para a detecc¢éo direta de NETs. Para
aumentar a validade dos resultados, é preciso ampliar a amostra, incluir homens e
emparelhar adequadamente com os controles. Ademais, a consideracdo de NETs
como biomarcadores de inflamacao persistente ou como alvos terapéuticos pode abrir

novos caminhos no tratamento clinico da chikungunya croénica.
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7 CONCLUSAO

Os achados desta dissertacdo permitem inferir que a infeccdo pelo virus
Chikungunya (CHIKV) mobiliza de forma significativa e sustentada a liberagcéo de
armadilhas extracelulares de neutrdfilos (NETS), conforme atestado pela quantificacdo
sequencial dos biomarcadores MPO, elastase neutrofilica, histona H3 citrulinada e
DNA livre no plasma de pacientes infectadas. A analise temporal demonstrou um pico
de atividade neutrofilica na fase aguda (D0), com declinio subsequente, porém com
niveis residualmente elevados até o 360° dia de acompanhamento, sugerindo uma
ativagcao imunoldgica prolongada e possivelmente mal regulada.

A correlacdo positiva entre MPO e elastase neutrofilica em mdultiplos
intervalos temporais (DO, D90 e D180) indica uma coordenacao na liberacdo desses
componentes granulares durante a NETose, reforcando a relevancia fisiopatologica
desse mecanismo na infecgcdo. A manutencdo de niveis detectaveis de H3cit, em
contraste com o grupo controle, corrobora a ocorréncia de citrulinacao de histonas —
um evento molecular central na formacdo de NETs — mesmo em fases tardias da
doenca.

A auséncia de associagao significativa entre os niveis dos marcadores de
NETSs e variaveis clinicas como dor cronica, comorbidades ou uso de medicamentos
pode refletir a complexidade da regulagcdo imune inata e a influéncia de fatores
individuais nédo capturados no desenho experimental. Nao obstante, a persisténcia do
perfil inflamatorio neutrofilico sugere que as NETs possam atuar como mediadoras de
dano tecidual e inflamacdo sustentada, contribuindo para a artralgia cronica
caracteristica da chikungunya.

Este trabalho fornece evidéncias robustas sobre o envolvimento das NETs
na imunopatogénese da infeccdo por CHIKV, destacando seu duplo papel: como
efetoras da resposta antiviral inicial e como potencialmente patogénicas na
cronificacdo da doenca. Os resultados abrem perspectivas para investigacoes futuras
gue explorem as NETs como alvos terapéuticos ou biomarcadores de prognostico,
visando intervir de modo mais preciso na modulacdo da resposta imune e na

prevencao das sequelas a longo prazo associadas a essa arbovirose.
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